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III. METODE PENELITIAN 
3.1 Waktu dan Tempat 
Kegiatan penelitian dilaksanakan mulai bulan Maret hingga April  
2019.Tempat pelaksanaan penelitian dilaksanakan di Laboratorium Ilmu dan 
Teknologi Pangan Universitas Muhammadiyah Malang. 
3.2 Alat dan Bahan 
3.2.1. Alat 
Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi: timbangan analitik 
merk Mettler AJ150, pisau stainless steel, sendok, baskom, slicer, dandang, 
kompor, loyang, blender merk phillip , mixer merk maspion, ayakan 80.00 mesh, 
oven merk maspion, cabinet dryer, lemari asam, alat kaca ,spektometer UV-VIS 
desikator dan colour reader  .  
3.2.2. Bahan 
Bahan-bahan yang digunakan untuk membuat tepung ubi jalar ungu  pada 
penelitian ini adalah ubi jalar ungu varietas gunung kawi yang diperoleh dari Desa 
Wonosari, Gunung Kawi, Kabupaten Malang, Jawa Timur. Bahan yang digunakan 
untuk membuat biskuti adalah  tepung terigu, tepung ubi jalar ungu, 150g 
margarin, 80g gula bubuk, 40g telur, 25g susu skim, 2,5g vanili, 10g maizena, dan 
2,5g baking soda. Bahan-bahan yang digunakan dalam pengujian fisik dan kimia 
adalah biskuit, aquades panas, H₂SO₄ pekat, DPPH, Na2SO4HgO, NaOH 40%, 
H3BO3,  HCl  0,1N, HCl 37%, aquades, etanol  96%, KCl, Na asetat, petroleum 
benzene,  H₂SO₄ 0,325 N dan NaOH 1,25N. 
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3.3 Metodologi Penelitian 
Penelitian ini didesain menggunakan metode Rancangan Acak Kelompok 
(RAK) sederhana dengan faktor tunggal yakni rasio tepung terigu dengan tepung 
ubi jalar ungu yang terdiri atas 6 level  perlakuan, sehingga didapatkan  4  
kali minimal pengulangan disetiap perlakuannya. Perlakuan yang diberikan pada 
pembuatan biscuit adalah: T0 (kontrol), T1, T2, T3, T4, dan T5 dengan masing-
masing tepung ubi jalar 0%, 20%, 40%, 60%, 80% dan 100%. 
T0 Tepung terigu 100 % Tepung ubi jalar ungu  0      % 
T1 Tepung terigu 80   %    Tepung ubi jalar ungu  20    % 
T2 Tepung terigu 60   % Tepung ubi jalar ungu  40    % 
T3 Tepung terigu 40   % Tepung ubi jalar ungu  60    % 
T4 Tepung terigu 20    % Tepung ubi jalar ungu  80    % 
T5 Tepung terigu 0      % Tepung ubi jalar ungu  100  % 
3.4 Pelaksanaan Penelitian 
3.4.1. Pembuatan Tepung Ubi Jalar Ungu (Subandono.dkk,2013) 
Ubi jalar ungu dicuci dari tanah dari kotoran  kemudian dikupas kulit 
menggunakan pisau. Setelah itu ubi jalar dicuci dengan air mengalir untuk 
menghilangkan getahnya dan dipotong dengan slicer menjadi chip ketebalan ±1 
mm. Ubi dikeringkan seperti chip denga menggunakan cabinet dryer pada suhu 
40℃ selama 18 jam dan  dihancurkan menggunakan blender menjadi tepung ubi 
jalar ungu kemudian diayak dengan ayakan 80 mesh. Diagram Alir Proses 
Pembuatan Tepung Ubi Jalar Ungu dapat dilihat pada Gambar 1. 
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3.4.2. Pembutan Biskuit ( Modifikasi Fatkurahman.dkk, 2012) 
Pembuatan biskuit yang dilakukan pada penelitian kali ini mengacu pada 
metode yang telah dilakukan oleh Fatkurahman et al. (2012) yang telah 
dimodifikasi. Pertama-tama melakukan penimbangan semua bahan dengan 
takaran tepung terigu 250 g, tepung ubi jalar, 150 g margarin, 10 g maizena, 2,5 g 
baking powder, 25 g susu bubuk, 40 g kuning telur, 2,5 g vanili, 10 gram coklat 
bubuk dan 100 g gula halus. Tabel formulasi bahan dapat dilihat pada Tabel 2. 
Proses pembuatan biskuit diawali dengan margarin dan telur kuning 
dikocok hingga berwarna pucat lalu ditambahkan susu bubuk, gula halus dan 
baking powder yang telah disaring lalu dimixer selama 1-5 menit.Ditambahkan 
maizena, vanili dan coklat bubuk. Lalu ditambahkan tepung terigu dan tepung ubi 
jalar yang telah di saring mixer 5-10 menit.. Adonan dicetak dan diletakkan pada 
loyang yang diolesi margarin dan dipanggang dengan suhu 150 selama 35 menit. 
Biskuit yang telah keluar dari oven didiamkan hingga biskuit menjadi dingin dan 
simpan dalam wadah yang kedap udara lalu dianalisis. Diagram Alir Proses 
Pembuatan Biskuit dapat dilihat pada Gambar 2.  
3.5. Parameter Pengamatan 
Analisis yang dilakukan dalam penelitian ini meliputi analisis kadar air 
metode thermogravimetri (AOAC, 2005),  kadar abu metode pengabuan (AOAC, 
2005), protein metode mikro-Kjeldahl (AOAC, 2005), lemak metode Soxhlet 
(AOAC, 2005), karbohidrat metode by defferece  (Sudarmadji dkk.,1997), serat 
kasar (AOAC, 2005), antosianin metode pH deferensial (AOAC, 2005), 
antioksidan metode DPPH (Yue dan Xu, 2008) daya patah (Choy,2010)  dan 
organoleptik (rasa, kesukaan dan tekstur). 
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3.5.1.  Kadar Air (AOAC, 2005) 
1. Mendinginkan botol vial dalam desikator selama 15 menit. 
2. Mengeringkan botol vial yang akan digunakan dalam oven selama 24 jam 
dengan suhu 100-105
o
C. 
3. Mendinginkan botol vial dalam desikator selama 15 menit. 
4. Menimbang bobot botol vial sebagai berat botol (A). 
5. Menimbang bahan sebanyak 2 gram kedalam botol vial yang telah 
dikeringkan, dan dicatat sebagai berat bahan dalam cawan (B). 
6. Mengeringkan sampel dalam oven pada suhu 100-105oC selama 6 jam. 
7. Mendinginkan sampel dalam desikator selama 15 menit. 
8. Menimbang kembali sampel sebagai bobot akhir sampel (C). 
9. Menghitung kadar air sampel dengan rumus: 
 
 
Keterangan: 
A = Berat cawan porselen kosong (gram)  
B = Berat cawan porselen + sampel (gram) sebelum dioven  
C = Berat cawan porselen +  sampel (gram) setelah dioven 
3.5.2. Kadar Abu (AOAC, 2005) 
1. Menimbang bahan sebanyak 2 gram dalam krus porselen yang telah 
diketahui beratnya  
2. Memasukkan dalam oven pada suhu 100 – 105°C selama 24 jam.  
3. Mengeringkan sampel dalam oven pada suhu 100-105oC selama 6 jam.  
Kadar Air  (%) = B - C x 100%  
      B - A 
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4. Memijarkan sampel dalam krus porselin dalam muffle selam 5 jam hingga 
diperoleh abu berwarna putih 
5. Memasukkan krus porselin yang berisi abu dalam desikator hingga dingin. 
Timbang hingga berat konstan  
6. Menghitung kadar abu sampel dengan rumus: 
 
 
Keterangan:  
a = Berat contoh sebelum diabukan (gram)  
b = Berat contoh ditambah cawan sesudah diabukan (gram)  
c = Berat cawan kosong (gram) 
3.5.3. Protein (AOAC,  2005) 
Analisis kadar protein dilakukan dengan metode kjeldahl. Prinsip dari 
analisis protein yaitu untuk mengetahui kandungan protein kasar (crude 
protein) pada suatu bahan. Tahap-tahap yang dilakukan terdiri dari tiga tahap, 
yaitu destruksi, destilasi, dan titrasi.  
1. Tahap destruksi 
Sampel sebanyak 1 gram dimasukkan ke dalam labu kjeldahl 30 mL. 
Kemudian ditambahkan 1gram  katatis dan 2 mL H2SO4. Tabung yang berisi 
larutan tersebut dimasukkan ke dalam alat pemanas. Proses destruksi 
dilakukan sampai larutan menjadi jernih lalu didinginkan. 
2. Tahap destilasi 
Larutan sampel yang sudah di destruksi ditambahkan akuades 15 mL dan 
dituangkan kedalam labu destilasi. Lalu ditambahkan larutan NaOH 40% 
Kadar Air  (%) = B - C x 100%  
      B - A 
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sebanyak 10 mL. Cairan dalam ujung kondensor ditampung dengan 
erlenmeyer 125 mL berisi larutan H3BO315 mL. Destilasi dilakukan sampai 
larutan distilat berubah warna menjadi kehijauan. 
3. Tahap titrasi  
Destilat dititrasi dengan menggunakan HCl 0,1 N sampai terjadi perubahan 
warna menjadi merah (warna H3BO3 semula). Kadar protein dapat dihitung 
dengan menggunakan rumus berikut: 
 
 
3.5.4. Lemak (AOAC, 2005) 
Sebanyak 1 g sampel yang telah dihaluskan, dibungkus dengan kertas 
saring, dimasukkan dalam tabung ekstraksi soxhlet. Kemudian dipasang cawan 
lemak yang telah diketahui beratnya dan dipasang tabung ekstraksi pada alat 
distilasi Soxhlet yng telah diisi dengan pelarut hingga turun ke cawan lemak, 
kemudian dialirkan air pendingin dan alat dinyalakan. Ekstraksi dilakukan selama 
4-5 jam. Setelah itu, dipisahkan pelarut dengan lemak dan dikeringkan cawan 
yang berisi lemak pada oven dengan suhu 100-105℃ hingga pelarut menguap 
seluruhnya dan kemudian kadar lemak dapat dihitung dengan rumus:  
 
 
  
N  (%) = V HCl x N HCl x 14 x fp  x 100%  
         Bobot sampel (mg) 
Kadar Protein (%) = %N x 6,25  
Kadar lemak (%) = Berat akhir  (g) – Berat labu lemak kosong  (g) x 100%  
    Berat awal sampel (g) 
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Gambar 1. Diagram Alir Proses Pembuatan Tepung Ubi Jalar Ungu 
modifikasi Subando,dkk (2013) 
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Ubi Jalar Ungu 
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Pengeringan 
(T=40°C ; t =18 jam) 
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Susu bubuk25g, gula  
Halus 100,g baking  
Powder 2,5g 
 
 
Meizena 10g, coklat  
Bubuk 1g, vanili 
2,5g 
Tepung terigu :  
tepung ubi jalar 
 
 
 
 
 
 
1. Kadar Air 
2. Kadar Abu 
3. Kadar Lemak 
4. Kadar Karbohidrat 
5. Kadar Protein 
6. Serat Kasar 
7. Antosianin 
8. Antioksidan 
9. Tekstur 
10. Intensitas Warna 
11. Sensori (Rasa,  
Aroma dan 
Tekstur) 
Gambar 2. Diagram Alir Proses Pembuatan Biskuit Ubi jalar Ungu  
 Modifikasi Fatkurahman dkk. (2012) 
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 Biskuit 
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Tabel 2. Formulasi I Pembuatan Biskuit 
No Bahan Satuan F I F II F III F IV F V F VI 
1 Margarin g 150 150 150 150 150 150 
2 Kuning Telur g 40 40 40 40 40 40 
3 Susu Bubuk g 25 25 25 25 25 25 
4 Gula Halus g 100 100 100 100 100 100 
5 Baking Powder g 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 
6 Meizena g 10 10 10 10 10 10 
7 Coklat Bubuk g 10 10 10 10 10 10 
8 Vanili g 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 
9 Tepung Terigu g 250 200 150 100 50 0 
10 
Tepung Ubi 
Jalar Ungu 
g 0 50 100 150 200 250 
Keterangan : F= Formulasi 
3.5.5.  Karbohidrat by Difference (Sudarmadji,1995) 
Menghitung kadar karbohidrat dengan menggunakan by difference dengan 
rumus sebagai dengan rumus sebagai berikut : 
Kadar karbohidrat (%) = 100% - (%air + %abu + %protein + %lemak+%serat) 
3.5.6. Serat Kasar (AOAC, 2005) 
1. Menyiapkan kertas saring yang telah dikeringkan dengan diameter 4,5 cm, 
dicatat sebagai A gram.  
2. Menyiapkan cawan porselen kering oven.  
3. Residu/sisa ekstraksi lemak dimasukkan kedalam  enlenmeyer  ± 1 gram, 
dicatat sebagai B gram.  
4. Menambah asam sulfat 0,325 N sebanyak 50 ml pada enlenmeyer yag berisi 
sampel tersebut pada alat pemanas khusus tepat dibawah kondensor.  
5. Mengalirkan air dan menyalakan pemanas listrik tersebut.  
6. Mendihkan selama 30 menit dihitung saat mulai mendidih  
7. Menambahkan NaOH 1,25N sebanyak 50 ml kemudian pasang gelas piala 
khusus tersebut kembali pada alat pemanas khusus seperti semula.  
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8. Setelah cukup pemanasan, mengambil dan menyaring dengan menggunakan 
corong buchner yang telah dipasang kertas saring yang telah diketahui 
beratnya.  
9.  Pada penyaringan ini dibilas secara berturut-turut dengan :  
- Aquades panas 5 ml  
- Asam sulfat 0,325N  10 ml  
- Aquades panas 5 ml  
- Etanol 10 ml  
10.Kertas saring yang berisi residu dimasukkan ke dalam cawan porselen 
menggunakan pincet  
11. Mengeringkan di dalam oven 100 - 105C hingga kertas saring kering.  
12. Mendinginkan dalam desikator selama 15 menit lalu ditimbang, dicatat 
sebagai C   gram  dan dihitung  
Kadar serat kasar (%) =  C – A       X 100%   
     B 
3.5.7. Analisa Aktivitas Antioksidan Metode DPPH (Yue dan Xu, 2008)  
  Prinsip dari metode DPPH adalah dengan penghilangan warna untuk 
mengukur berapa jumlah antioksidan yang dapat menjangkau  radikal DPPH, 
yang dilihat dari absorbansi 517 nm menggunakan sprektofotometer. Adapun 
tahapan analisis aktivitas antioksidan dengan metode DPPH sebagai berikut:  
A. Pembuatan Larutan DPPH  
1. Menghitungan kebutuhan serbuk DPPH dengan rumus:  
 Kebutuhan DPPH (mg) = jumlah sampel / 3 
2. Melarutkan serbuk DPPH dengan methanol 96% sesuai kebutuhan (1 mg 
DPPH membutuhkan 3 mL etanol 96% dan menghomogenkannya.  
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3. Menyimpan larutan DPPH pada kondisi gelap dan terutup rapat 
 pada kondisi dingin selama 1 jam, serta sesegera mungkin untuk digunakan.  
B. Membuat Blanko 
1. Mengambil 1 mL DPPH  
2. Menambahkan eanol 96% sebanyak 4 mL dann menghomogenkannya 
3. menyimpan blanko pada kondisi gelap dan terutup rapat  pada kondisi dingin 
selama 30 menit 
4. Membaca absorbansi blanko pada spektrofotometer dengan panjang gelombang 
517 nm 
C. Ekstraksi Bahan Aktif  
1. Meghaluskan sampel dengan mortar dan martil.  
2. Menimbang sampel sebanyak 1 gram ke dalam tube centrifuge.  
3. Menambahkan larutan methanol 96% sebanyak 9 mL.  
4. Melakukan sentrifugasi dengan kecepatan 4000 rpm selama 10 
 menit.  
5. Memisahkan supernatant untuk uji aktivitas antioksidan.  
D. Analisis Aktivitas Antioksidan  
1. Mengambil supernatant sebanyak 4 mL kedalam tabung reaksi.  
2. Menambahkan 1 mL larutan DPPH dan menghomogenkannya.  
3. Menutup mulut tabung dengan plastic wrap, dan badan tabung 
 dengan alumunium foil.  
4. Menyimpan sampel pada kondisi gelap selama 30 menit.  
5.  Membaca serapan Panjang gelombang dengan spektrofotometer 
 UV Vis pada λ = 517 nm. 
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6.  Menghitung % inhibisi dengan rumus:  
  inhibisi (%) =  absorbansi blanko -  absorbansi sampel  𝑥 100% 
                         Absorbansi blanko
      
3.5.8. Analisa Total Antosianin Metode pH Differential (AOAC, 2005)  
  Prinsip analisis kadar antosianin dengan metode perbedaan nilai pH adalah 
penentuan total antosianin monomer konten, berdasarkan perubahan struktur 
kromofor antosianin pada pH 1 dan pH 4,5. Pada pH 1, antosianin secara 
keseluruhan berbentuk kation flavillum atau oxonium yang berwarna. Sedangkan 
pada pH 4,5 antosianin berbentuk karbinol atau hemikal yang tidak berwarna 
(Tensiska dan Een, 2007).  
A. Pembuatan Larutan Buffer  
1. Buffer pH 1  
Larutan KCl : 0,025 M KCl (0,372 gram dalam 196 mL akuades) Untuk 
membuat buffer pH 1, sebanyak  196  mL larutan KCl 0,025 M 
ditambahkan dengan 1,26 mL HCl 37%.  
2. Buffer pH 4  
Larutan Na-asetat : 0,4 M larutan Na-asetat (10,866 gram dalam 192 mL 
akuades) Untuk membuat buffer pH 4,5, sebanyak 192  mL larutan Natrium 
Asetat 0,4 M ditambahkan dengan 4 mL HCl 37%.  
B. Penentuan Antosianin  
1. Melarutkan sampel dalam pelarut metanol asam dengan perbandingan (1:5) 
 ke dalam beaker glass.  
2. Menghomogenkan larutan sampel, dan menurup seluruh bagian wadah 
 dengan alumunium foil.  
3. Melakukan maserasi sampel pada suhu -23℃ selama 1 jam.  
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4. Memasukkan sebanyak 1mL masing-masing ke dalam 2 buah tabung reaksi. 
Menambahkan tabung reaksi pertama dengan larutan buffer pH 1 sebanyak 
9 mL dan tabung reaksi kedua ditambahkan larutan buffer pH 4,5 sebanyak 
9 mL.   
5. Melakukan scanning antosianin dengan rentang panjang gelombang 400 nm 
– 550 nm pada kedua buffer larutan sampel ekstrak untuk mengetahui 
panjang gelombang maksimal antosianidin yang dimiliki oleh sampel 
ekstrak.  
6. Selanjutnya dilakukan pengukuran absorbansi pada panjang gelombang 
maksimal dan panjang gelombang 700 nm pada masing-masing sampel dan 
hasilnya dikalkulasi berdasarkan persamaan berikut:  
  A= (Avis-maks-A700nm)nilaipH1-(Avis-maks-A700nm)nilaipH4,5  
  Konsentrasi antosianin (mg/L)= 𝐴 𝑥 𝑀𝑊 𝑥 𝐷𝐹 𝑥 1000  
       𝜀 𝑥 𝑙 
 Keterangan:  
 A = Absorbansi  
 MW = Molecular Weight (Berat Molekul sianidin glukosida = 449,2)  
 DF = Dillution factor (factor pengenceran = 10 mL)  
 𝜀 = Absortivitas molar/koefisien ekstingsi molar (29.600 L cm-1)  
 l = lebar kuvet (1 cm)  
3.5.9.  Daya Patah (Choy, 2010) 
Mesin dihidupkan kurang lebih 15 menit, dan kursor ditempatkan di 
ZERO dan ON supaya alat dan monitor komputer menunjukkan angka 0,0 pada 
pengujian, sampel diletakkan dibawah aksesoris penekan (penjepit sampel). 
Kursor diletakkan pada tanda [0] dan ON sehingga alat berjalan dan probe akan 
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bergerak menyentuh sampel hingga patah serta komputer secara otomatis akan 
mencatat gaya (N) dan jarak yang ditempuh oleh tekanan. Menekan tombol [] 
untuk penekanan atau tombol [] untuk tarikan yang ada pada alat. Setelah 
pengujian selesai tekan tombol [] untuk berhenti dan menyimpan data. Hasil 
pngukuran berubah grafik dapat dicatat atau langsung diprint. Prinsipnya semakin 
kecil nilai yang didapatkan maka tingkat kerenyahannya semakin tinggi. 
3.5.10. Warna (Anita, 2013) 
1. Menempatkan sampel dalam wadah plastik bening.  
2. Mengidupkan color reader 
3. Menekan tombol pembacaan diatur pada L*, a*, b* atau L*, c*, h*, lalu 
metekan tombol target.  
4. Membaca hasil dan mencatat hasil ukur warnanya [6]  
Keterangan : L = Kecerahan (derajad putih)  
a dan b = Koordinator kromatisitas  
c = Kroma  
h = Sudut hue (warna)  
3.5.11. Organoleptik (SNI 01-2346-2006)  
Analisis organoleptik dilakukan untuk mengetahui daya terima produk 
biscuit oleh konsumen melalui beberapa parameter. Parameter yang diujikan pada 
uji ini adalah kesukaan terhadap rasa,  aroma dan tekstur. Analisis organoleptik ini 
menggunakan metode Hedonic Test. Metode ini memungkinkan para panelis 
untuk memberikan nilai terhadap tingkat kesukaan pada masing-masing 
parameter. Kisaran nilai yang ada pada skala hedonic berkisar antara nilai 1-5 
pada skala numeric untuk masing-masing parameter. Semakin tinggi nilai yang 
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diberikan maka semakin tinggi pula tingkat kesukaan konsumen. Masing-masing 
sampel akan diberikan kode yang berbeda, untuk menghindari terjadinya 
pembandingan tingkat kesukaan panelis antar sampel. Pengujian kesukaan ini 
menggunakan panelis yang tidak terlatih dengan jumlah minimal 20 orang. 
Adapun bentuk dari form uji hedonic ini dapat dilihat pada Lampiran 1. 
3.5 Analisis Data 
Pengolahan data pada penelitian ini adalah dengan menggunakan analisis 
ragam (ANOVA) dengan uji F pada taraf  1%. Apabila terjadi berberpengaruh 
nyata atau interaksi pada masing-masing perlakuan maka data yang diperoleh 
akan dilanjutkan dengan uji pembeda menggunakan uji DMRT (Duncan’s 
Multiplerange Test) pada microsoft excel 2010. 
 
